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Résumé  
 
 Le CD36 est un récepteur de type éboueur de classe B exprimé à la surface de 
nombreux types cellulaires dont les macrophages, les cellules endothéliales de la 
microvasculature et les plaquettes. Ce récepteur multiligand est impliqué dans 
plusieurs processus pathologiques notamment l’athérosclérose, l’angiogénèse et la 
malaria via la liaison spécifique de ligands comme les lipoprotéines oxydées de basse 
densité, la thrombospondine-1 et la protéine PfEMP-1, respectivement.  
 
 Les peptides de la relâche de l’hormone de croissance (GHRP) ont 
été identifiés comme les premiers ligands synthétiques du CD36. Afin de développer 
de nouveaux ligands synthétiques du CD36, l’établissement d’une méthode de 
criblage est essentiel pour découvrir des composés avec une liaison de haute affinité 
pour ce récepteur. Pour y parvenir, nous avons surexprimé le domaine extracellulaire 
du CD36 humain dans les cellules d’insectes Sf9. La protéine soluble purifiée par 
chromatographie d’affinité fut immobilisée à la surface d’une plaque de résonance de 
plasmons de surface (SPR) pour les études de liaison. La méthodologie développée a 
permis de caractériser les ligands du CD36 en déterminant leurs constantes de 
dissociation (KD), et d’établir une relation structure-activité des ligands de la famille 
des azapeptides, des composés dérivés du GHRP-6. Afin de valider la méthode par 
spectroscopie SPR, une corrélation a été établie entre les valeurs de KD obtenues en 
SPR et les valeurs d’CI50 de courbes d’inhibition de la phosphorylation des MAP 
kinases JNK1/2 induite par un phospholipide oxydé, le POVPC, en présence de 
concentrations croissantes de ligands du CD36 dans les macrophages RAW 264.7.  
 
 
Mots clés : azapeptide, CD36, GHRP, peptide de la relâche de l’hormone de 
croissance, résonance des plasmons de surface, SPR 
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Abstract 
 
 CD36 is a class B scavenger receptor expressed at the cell surface of 
macrophages, endothelial cells and platelets, among others. This multiligand receptor 
is implicated in various diseases such as atherosclerosis, angiogenesis and malaria 
through the specific binding of ligands, such as oxidized low-density lipoproteins, 
thrombospondin-1 and the PfEMP-1 protein, respectively. 
 
Growth hormone-releasing peptides (GHRP) were identified as the first CD36 
synthetic ligands. In order to identify new CD36 synthetic ligands, the development 
of a high-throughput method is essential to unveil compounds of high binding 
affinity. We have expressed a recombinant CD36 ectodomain protein in Sf9 insect 
cells. The soluble and affinity purified protein was immobilized on a surface plasmon 
resonance (SPR) sensor for binding studies. Synthetic ligands were analyzed by SPR 
spectroscopy for determination of their respective dissociation constant (KD). A 
structure-activity relationship of CD36 ligands was established. To validate the SPR 
binding signal, a good correlation was observed between KD and the IC50 values 
obtained from the inhibition curves of the MAPK kinase JNK1/2 phosphorylation 
induced by an oxidized phospholipid, the POVPC, in the presence of increasing 
concentrations of CD36 ligands in RAW 264.7 macrophage cells. 
 
 
Keywords : azapeptide, CD36, GHRP, growth hormone-releasing peptides, SPR 
spectroscopy, surface plasmon resonance 
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1.  Revue de littérature 
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1.1 Introduction 
 
 Depuis sa découverte, le CD36 (cluster of differentiation 36) a suscité 
beaucoup d’intérêt notamment à cause de son caractère multiligand. Cette 
caractéristique est importante pour que le récepteur produise ses nombreux effets qui 
sont différents dépendamment du type cellulaire. Par exemple, l’un de ses ligands 
endogènes, la thrombospondine I (TSP-1), n’aura pas nécessairement le même effet 
s’il se lie au CD36 à la surface des plaquettes (1) comparativement à sa liaison à la 
surface des cellules endothéliales (2). Les travaux de Barnwell et al. ont permis 
d’identifier le CD36 comme un récepteur impliqué dans la séquestration des globules 
rouges infectés par le parasite de la malaria (3) et de mettre en évidence pour la 
première fois l’implication de ce récepteur dans les processus. Le rôle du CD36 dans 
la pathogénèse de nombreuses maladies a été démontré dont la progression de 
l’athérosclérose (4) ainsi que la dégénérescence maculaire liée à l’âge (AMD, age-
related macular degeneration) (5). 
 
1.2 Historique de la découverte du CD36  
 
 Le récepteur CD36 fut initialement identifié à partir de membranes de 
plaquettes sanguines à la fin des années 1970. Un premier groupe décrivit le CD36, 
alors nommé glycoprotéine IV (GPIV), comme une protéine de 87 kDa résistante à la 
protéolyse lorsque des plaquettes humaines étaient digérées par la trypsine et la 
chymotrypsine (6). Le récepteur CD36 a par la suite été identifié par un autre groupe 
comme étant l'antigène réagissant avec l'anticorps OKM5 et fut alors nommé antigène 
OKM5 (7). L'immunoprécipitation de l'antigène OKM5 des monocytes a mené à la 
caractérisation d'une protéine d'environ 88 kDa (8), soit un poids moléculaire 
similaire à la GPIV (6). Les termes GPIV et antigène OKM5 furent remplacés par 
CD36. Cependant le récepteur porta d'autres noms, notamment FAT (fatty acid 
translocase) (9), GPIIIb (glycoprotéine IIIb) (10) et PAS IV (periodic acid/Schiff-
positive band IV) (11).  
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1.3 Les récepteurs de type éboueur  
 
 Les récepteurs éboueurs sont une famille de protéines qui ont peu ou pas de 
similarité de séquence et de structure mais qui ont tous la capacité de lier les 
lipoprotéines modifiées par oxydation ou par acétylation et d’induire la transcription 
de leur propre gène (12). Cette famille de récepteurs, qui reconnaît aussi d’autres 
ligands polyanioniques (13), comprend au total 8 classes distinctes et plus de 15 
protéines différentes (tableau 1.1).  
 
 Le CD36 fait partie de la classe B des récepteurs de type éboueur (14, 15). La 
classe B comprend également les récepteurs SR-BI (16) (un analogue du récepteur 
CLA-1 (17)) et LIMP II (18) (tableau 1.1). Le SR-BI est une protéine de 552 acides 
aminés et a une structure similaire au CD36 (19). Le pourcentage d'homologie chez 
l’humain entre le SR-BI et le CD36 est de seulement 33%. Le SR-BI est exprimé par 
les hépatocytes où il est responsable de la capture du cholestérol des HDLs 
(lipoprotéines de haute densité) (20). Il est exprimé à la surface des macrophages (21) 
et lie également les LDLs (lipoprotéines de basse densité) modifiées par oxydation ou 
par acétylation (14). Le SR-BI joue un rôle athéroprotecteur puisque l’apparition de 
plaques athérosclérotiques a été remarquée chez les souris transgéniques n'ayant plus 
le gène du SR-BI (22) alors que la surexpression du récepteur dans les hépatocytes en 
diminue la progression (23).  
 
LIMP II est une protéine hautement glycosylée dont la séquence primaire de 
la protéine prédit une topologie ditopique dûe à deux segments d’acides aminés 
hydrophobes aux extrémités de la protéine (18). Chez l’humain, LIMP II possède 
34% d'homologie avec le CD36 et 35% avec le SR-BI. Malgré que peu d'études aient 
été effectuées pour caractériser ce récepteur, il a été déterminé que LIMP II est 
localisé principalement dans les lysosomes (24). De plus, la déficience de LIMP II est 
associée à une défaillance rénale (25) alors qu'une mutation non-sens menant à une 
protéine tronquée est associée à l'épilepsie myoclonique (25). 
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Tableau 1.1 : Récepteurs de type éboueur (tiré de Plüddemann et al.(12)) 
Classes Récepteurs Espèces Références 
A SR-AI Humain (26) 
  Bovin (27) 
  Souris (28) 
 MARCO Souris (29) 
  Humain (30) 
 SCARA-5 Souris (31) 
 SRCL Souris (32) 
B CD36 Humain (6) 
  Souris (33) 
  Rat (34) 
  Bovin (35) 
 SR-BI/CLA-I Humain (17) 
  Souris (14) 
  Hamster (14) 
  Rat (16) 
  Bovin (36) 
 LIMP-II Humain (37) 
  Rat (18) 
C dSR-CI D. melanogaster (38) 
D CD68 Humain (39) 
 Macrosialin Souris (39) 
 Lamp-1 Humain (40) 
 DC-Lamp Humain (41) 
E LOX-1 Humain (42) 
  Souris (43) 
  Porc (44) 
F SREC Souris (45) 
  Humain (46) 
G SR-PSOX Humain (47) 
H FEEL Humain (48) 
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1.4 Les propriétés moléculaires du récepteur CD36  
 
1.4.1 Caractérisation du gène du CD36  
 
 Le gène codant pour le récepteur CD36 est situé sur le chromosome 7 et 
positionné sur le locus 7q11.2 (49). Sa séquence fait plus de 77000 bases 
nucléotidiques (numéro d'accession : NT_007933) et est composée de 15 exons (50). 
La séquence codante débute entre les nucléotides 90-92 du troisième exon et se 
termine entre les nucléotides 160-162 du quatorzième exon où se trouve le codon 
arrêt. La séquence non-traduite de l’ARNm est donc constituée en 5’ des exons 1, 2 et 
des 89 premiers nucléotides du troisième exon alors qu’en 3’, il s’agit des nucléotides 
après le 163
e
 du quatorzième exon et l’exon 15 (50) (tableau 1.2).  
 
Tableau 1.2 : Structure du gène du CD36 (tiré de Armesilla et al. (50)) 
Exons 
Nucléotides correspondants 
sur l’ARNm 
Acides aminés 
correspondants 
1 1-106  
2 107-200  
3 201-409 1-40 
4 410-470 41-94 
5 471-718 95-143 
6 719-898 144-203 
7 899-990 204-234 
8 991-1037 235-249 
9 1038-1107 250-273 
10 1108-1295 274-335 
11 1296-1414 336-375 
12 1415-1488 376-400 
13 1489-1543 401-418 
14 1544-1977 419-472 
15 1978-2333  
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1.4.2 L’homologie entre les espèces 
 
Les études moléculaires ont mis en évidence la conservation de la séquence du 
récepteur CD36 à travers les espèces. La structure primaire du CD36 humain possède 
84%, 87% et 83% d'homologie avec ses homologues chez la souris, le rat et le bovin, 
respectivement (tableau 1.3). Ces pourcentages grimpent à 94% chez les trois espèces 
lorsque les acides aminés similaires sont pris en considération. De plus, les cystéines 
dans les segments intracellulaires ainsi que dans le domaine extracellulaire sont 
toutes conservées chez les quatre espèces.  
 
Tableau 1.3 : Pourcentage d’homologie entre les espèces de la séquence primaire du 
CD36 
Espèces % d'homologie 
Humain vs bovin 83 
Humain vs rat 87 
Humain vs souris 84 
Humain vs hamster 86 
Bovin vs rat 86 
Bovin vs souris 85 
Bovin vs hamster 87 
Rat vs souris 95 
Rat vs hamster 92 
Souris vs hamster 92 
 
1.4.3 La topologie du CD36  
 
 Suite à la publication de la séquence du gène humain du CD36 (50), la 
structure primaire complète du récepteur fut décrite. Ainsi, la topologie du récepteur a 
été prédite et deux segments d’acides aminés hydrophobes ont été identifiés en N- et 
C-terminal de la protéine. La topologie complète du récepteur a été confirmée par 
deux groupes différents (51, 52) et est constituée de deux courts segments 
intracellulaires en N- et C-terminal, de deux domaines transmembranaires ainsi 
7 
 
qu'une large boucle extracellulaire (figure 1.1).  
 
 Dès sa découverte, le CD36 était reconnu comme une protéine fortement 
modifiée de façon post-traductionnelle (6). Basé sur la séquence consensus Asn-X-
Ser/Thr (où X représente tout acide aminé sauf une proline (53)), dix sites potentiels 
de glycosylation ont été prédits. De ce nombre, 9 sites ont été confirmés pour être 
modifiés par glycosylation dans les cellules de mammifères (54) (figure 1.1) et 
seulement le site de l'asparagine 163 n'est pas glycosylé (54). Il a aussi été démontré 
que la glycosylation est importante pour la maturation ainsi que pour le trafic à la 
membrane du récepteur, sans affecter la liaison de ses ligands naturels (54).  
 
 On retrouve deux cystéines à chacun des courts segments intracellulaires en 
N- et C-terminal du CD36 (50). Ces quatre cystéines sont palmitoylées et l’ajout d'un 
acide gras de 16 carbones permet l’ancrage du récepteur à la membrane (figure 1.1) 
(51). Contrairement à la glycosylation (54), la palmitoylation n'est pas importante 
pour le trafic à la membrane ni pour la maturation de la protéine, mais joue un rôle 
dans la stabilité du récepteur ainsi que dans son incorporation dans les radeaux 
lipidiques (55).  
 
Six autres cystéines se trouvent dans le domaine extracellulaire du récepteur. 
Ces cystéines forment un patron de trois ponts disulfures chez le bovin entre les 
résidus 242-310, 271-332 et 312-321 (35). La grande homologie entre les séquences 
primaires du bovin et de l’humain (tableau 1.3) permet de considérer un patron de 
ponts disulfures similaires pour le CD36 humain, entre les cystéines 243-311, 272-
333 et 313-322 (figure 1.1) (8).  
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Figure 1.1 : Topologie schématisée du récepteur CD36. Les sites de palmitoylation 
sont représentés par les bâtonnets dans les courts segments intracellulaires, les sites 
de glycosylation sont représentés par les triangles et les ponts disulfures sont présents 
dans le domaine extracellulaire (51, 54, 56). 
 
 L'une des premières modifications post-traductionnelles est le clivage de la 
méthionine en position 1 lors de la maturation du récepteur (57). Finalement, le CD36 
peut également être phosphorylé sur son domaine extracellulaire (58). En effet, il y a 
présence d'une séquence consensus de phosphorylation par la PKC (sérine/thréonine-
X-lysine/arginine, où X représente un acide aminé non-chargé (59)) à l'endroit où se 
situe la thréonine 92 (58).  
 
1.4.4 La conformation globale du CD36  
 
 La structure tridimensionnelle du domaine extracellulaire du CD36 n'est pas 
officiellement connue puisqu'aucune étude cristallographique n'a été publiée. Certains 
auteurs proposent que le segment compris entre les acides aminés 184 et 204 soit 
associé à la membrane plasmique (60, 61) en se basant sur le caractère fortement 
hydrophobe des résidus compris dans ce segment. De plus, il a été proposé que le 
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domaine extracellulaire du CD36 soit composé d'hélices alpha et de feuillets bêta 
(62). Pour appuyer la présence de structures secondaires, les acides aminés 139-154 
du CD36 sont similaires à une séquence de la FABP (fatty acid-binding protein) qui 
correspond à la présence d’une hélice alpha dans sa conformation (63). Le caractère 
hydrophobe du segment 139-154 ainsi que la présence possible d’une hélice alpha 
appuie une association à la membrane afin d’accomplir sa fonction de translocase 
d’acides gras (voir section 1.8.1). D'autres indices laissent supposer un repliement 
complexe du CD36 tels que la présence d'une région riche en résidus proline (entre 
les acides aminés 242 et 333); ceci propose l'existence de coude bêta puisque la 
proline est souvent impliquée dans ce type de structure non-répétitive (64).  
 
1.5 La distribution tissulaire du récepteur CD36 
 
 Le CD36 est exprimé dans un large éventail de types cellulaires différents 
(tableau 1.4). Il a tout d'abord été identifié à la surface des plaquettes humaines (6) 
puis des monocytes/macrophages (7). Le CD36 est exprimé à la surface de cellules 
qui nécessitent la translocation d'acides gras libres tels que les adipocytes (65), les 
cadiomyocytes (66), les pneumocytes (67) et les hépatocytes (68). Le récepteur est 
également exprimé à la surface d’autres types cellulaires tels que les cellules 
endothéliales de la microvasculature (68), les cellules de l’épithélium pigmentaire 
rétinien (70) et les cellules gustatives de la langue (71) où il exerce des fonctions 
variées.  
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Tableau 1.4 : Distribution tissulaire du CD36 
Tissus Fonctions Références 
Adipocytes Translocation d'acides gras (65) 
Cardiomyocytes Translocation d'acides gras (66) 
Cellules de l'épithélium 
pigmentaire rétinien 
Clairance des segments 
externes des photorécepteurs 
(70, 72) 
Cellules endothéliales 
de la microvasculature 
Effet anti-angiogénique (2, 60, 69, 73) 
Cellules gustatives de 
la langue 
Détection des acides gras 
alimentaires 
(71) 
Cellules sécrétrices 
épithéliales mammaires 
Translocation d'acides gras (74) 
Entérocytes du petit 
intestin 
Absorption des lipides 
alimentaires 
(75, 76) 
Fibroblastes Translocation d'acides gras (77) 
Hépatocytes Translocation d'acides gras (68, 78) 
Macrophages 
Formation des cellules 
spumeuses 
(7, 79) 
Plaquettes Agrégation plaquettaire (1, 6, 80) 
Pneumocytes Translocation d'acides gras (67) 
 
1.6 Les sites de liaison des ligands du CD36  
 
 Le CD36 est un récepteur multiligand qui possède des sites de liaison distincts 
pour certains de ses ligands endogènes et exogènes (tableau 1.5). Le domaine de 
liaison le plus utilisé se situe entre les acides aminés 155-183. Il est responsable de la 
liaison des lipoprotéines oxydées de basse densité (LDLox) (81), des produits de 
glycation avancée (82), des cellules apoptotiques (61) et des ligands synthétiques tels 
que les GHRPs (83) et les azapeptides (84). La liaison de haute affinité des LDLox 
s’effectue par l’intermédiaire de la portion lipidique de la lipoprotéine (85, 86). Un 
site plus restreint a été défini pour les acides gras oxydés (87). Certains ligands 
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endogènes ont plus d’un site de liaison sur le CD36 comme les LDLox (81, 88) ou la 
TSP-1 (89) qui nécessite un changement dans sa conformation afin d’exposer le 
second site pour le CD36 (89).  
 
Tableau 1.5 : Sites de liaison des ligands du CD36 
Ligands Résidus Références 
TSP-1 93-110 (89) 
 139-155 (89) 
LDLox 28-93 (88) 
 120-155 (88) 
 155-183 (81) 
Acides gras oxydés 160-168 (87) 
Produits de glycation avancée 155-183 (82) 
GHRP 155-183 (83) 
PfEMP-1 139-184 (90) 
 145-171 ou 146-164 (90) 
Cellules apoptotiques 155-183 (61) 
 
1.7 La signalisation médiée par le récepteur éboueur CD36 
 
 Un des mécanismes général de la signalisation suivant la liaison du CD36 
avec ses ligands est l’association aux protéines kinases de la famille des Src (91) à 
l’extrémité C-terminal du récepteur (79, 92). Le CD36 s’associe à différentes Src 
dépendamment du type cellulaire. Dans les macrophages, la protéine kinase lyn 
interagit avec l’extrémité C-terminal du CD36 dans la transduction du signal menant 
au développement des cellules spumeuses (79) (figure 1.2). La première étape 
consiste en la liaison des LDLox au CD36 puis de leur internalisation requérant la 
dynamine (93). Les LDLox internalisés libèrent dans la cellule du cholestérol ainsi 
que plusieurs lipides oxydés dont les 9- et 13-HODE (94), des ligands endogènes du 
PPARγ (94).  L’activation de PPARγ conduisant à l’hétéromérisation avec le RXRα 
active la transcription du LXRα et du CD36 (95). La translocation du CD36 à la 
membrane crée une boucle d’activation qui accélère la progression de 
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l’athérosclérose (95, 96). Parallèlement, l’expression du transporteur du cholestérol 
ABCA1, après l’hétérodimérisation de LXRα et RXRα (97), crée un équilibre entre 
l’influx et l’efflux du cholestérol. L’équilibre est perturbé en faveur de l’accumulation 
du cholestérol et la formation de cellules spumeuses (98) notamment via la 
phosphorylation des MAP kinases JNK1/2 qui constitue une étape importante (79). 
 
L’importance de la présence du CD36 à la surface des macrophages est 
supportée par les nombreuses fonctions du récepteur (figure 1.2). Le CD36 est 
également impliqué dans l’immunité puisqu’il participe à la clairance des cellules 
apoptotiques selon un mécanisme méconnu, mais impliquant l’intégrine αvβ3 (99). 
Les bactéries Staphylococcus aureus sont reconnues à la surface des macrophages via 
l’acide lipotéichoïque (LTA), une molécule de leur paroi cellulaire, qui est reconnu 
par le CD36 (62, 100). Le LTA est ensuite transféré du CD36 au récepteur CD14 puis 
aux récepteurs toll-like (TLR) pour activer la voie de signalisation MyD88/NF-κB 
menant à l’inflammation (62, 101).  
 
Un composé dérivé des GHRPs, le EP 80317, a démontré une réduction de la 
progression de l’athérosclérose (102). Le EP 80317 agit notamment en diminuant la 
phosphorylation de la protéine Pyk2 ce qui entraîne une diminution de la migration 
des macrophages aux sites des plaques athéromateuses (103). Le EP 80317 agit aussi 
en augmentant l’expression de l’enzyme COX-2 menant à la synthèse du 15d-PGJ2 
dans les macrophages (104), un ligand endogène du PPARγ (105). Le PPARγ active 
l’expression du LXRα permettant l’expression du transporteur ABCA1 et 
l’augmentation de l’efflux du cholestérol (104, 106). Au niveau vasculaire, le EP 
80317 réduit l’expression des enzymes iNOS et NADPH oxidase ainsi que de la 
molécule d’adhésion VCAM-1 (vascular cell adhesion protein-1) pour diminuer le 
recrutement des macrophages aux sites des plaques athéromateuses (103).  
 
 La signalisation du CD36 est différente dépendamment du type cellulaire. 
Ainsi, la TSP-1 active une voie de signalisation dans les cellules endothéliales qui 
mène à l’inhibition de l’angiogénèse (2) alors que dans les plaquettes, la TSP-1 induit 
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l’agrégation plaquettaire (107) (figure 1.3). Les effets anti-angiogéniques de la TSP-1 
s’effectuent en activant les protéines Caspase 3-like et JNK1/2 menant à l’activation 
du mécanisme d’apoptose de la cellule endothéliale (2) ou en inhibant la 
phosphorylation du récepteur du VEGF (73, 108). Dans les plaquettes, la liaison de la 
TSP-1 au récepteur CD36 favorise l’agrégation plaquettaire en entraînant l’activation 
de la phosphodiestérase 3A (PDE3A) ce qui entraîne la diminution de la 
concentration d’AMPc induit par l’activation de l’adénylate cyclase par la 
prostaglandine E1 (PGE1) (107).  
 
La β-amyloïde lie un complexe formé par le récepteur CD36 et l’intégrine 
α6β1 à la surface des microglies (109) (figure 1.3). Les effets inflammatoires de la β-
amyloïde sont dûs à l’activation de p130Cas et ERK1/2 (109), alors que la migration 
des microglies vers les sites où se trouvent les plaques de β-amyloïde nécessite la 
phosphorylation de Pyk2 et la polymérisation de l’actine F (110).  
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1.8 Les fonctions physiologiques du CD36 
 
1.8.1 L’implication du CD36 dans le métabolisme  
 
 Le transfert des acides gras de la circulation vers le milieu intracellulaire est 
un processus important pour plusieurs types cellulaires. Le CD36 fut identifié comme 
un transporteur d’acides gras lors d’une expérience d’inhibition de la capture des 
acides gras par un composé contenant un groupement sulpho-N-succinimidyl, le 
sulfo-N-succinimidyl oléate (113). Lors de la contraction prolongée des muscles, le 
transport des acides gras est augmenté, ce qui coïncide avec une augmentation de 
l’expression du récepteur CD36 à la membrane plasmique (9). Le récepteur est 
d’abord contenu dans des vésicules intracellulaires (114), puis transporté à la 
membrane plasmique lors de la contraction musculaire (115). Un mécanisme 
similaire survient lorsque les cellules musculaires sont stimulées avec l’insuline 
(116). Un apport élevé en glucose mène à une augmentation de la transcription du 
CD36 et du métabolisme oxydatif des acides gras dans les cellules endothéliales et les 
cardiomyocytes (117).  
 
1.8.2 L’implication du CD36 dans la progression de l’athérosclérose 
 
 Dans la pathogenèse de l'athérosclérose, les macrophages jouent un rôle 
crucial dans l'accumulation du cholestérol et la formation des plaques 
athérosclérotiques. Le cholestérol est internalisé sous forme de LDLox via le CD36 
exprimé à la surface des macrophages (98). Certaines mutations au gène du CD36 
confèrent un phénotype de déficience où le récepteur n'est alors pas exprimé à la 
surface cellulaire (118). Les macrophages de patients qui n’expriment pas le CD36 
lient jusqu'à 40% de moins les LDLox comparativement aux macrophages contrôles 
(119) ce qui démontre que le CD36 joue un rôle important dans la formation des 
cellules spumeuses. Pour les études in vivo de l'athérosclérose, les souris déficientes 
en apoE est le modèle le plus fréquemment utilisé où les souris présentent un 
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phénotype d'hyperlipidémie. Le groupe de Febbraio et al. a démontré une nette 
réduction de plus de 75% des plaques athérosclérotiques chez les souris CD36/apoE 
doubles déficientes comparées aux souris contrôles déficientes en apoE (4). Ces 
observations révèlent le rôle crucial que joue le récepteur CD36 dans le 
développement de l'athérosclérose. 
 
1.8.3 Le rôle du CD36 dans la dégénérescence maculaire liée à l'âge  
 
 L’AMD est une maladie qui affecte la vision centrale et est directement 
responsable de plus de 8% des cas de cécité (120). L’AMD se présente sous deux 
formes différentes. La première et la plus commune est la forme sèche, où il y a une 
dégénération de la choroïde, des cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien (RPE : 
retinal pigment epithelium) et des photorécepteurs. La seconde forme est de type 
humide, où un phénomène de néovascularisation induit l’envahissement de l’espace 
sous rétinien par les microvaisseaux de la choroïde. Les études génétiques ont permis 
de déceler cinq polymorphismes d'un seul nucléotide du gène du CD36 associés au 
développement de l’AMD (5). Ces polymorphismes sont tous situés dans les introns, 
ce qui signifie qu’ils affectent plutôt le niveau d'expression du récepteur ou sa 
distribution tissulaire (5). Les souris transgéniques déficientes en CD36 présentent 
une augmentation de l'épaisseur de la membrane de Bruch qui résulte de 
l'accumulation des LDLox (121). L'absence du CD36 chez les jeunes souris mène 
également à une diminution de la vascularité de la choroïde (122). Cette 
manifestation s'explique par la diminution de la transcription de l'enzyme COX-2 
(cyclooxygénase-2) et du facteur de croissance VEGF (vascular endothelial growth 
factor) qui est induite lorsque le CD36 phagocyte les segments externes des 
photorécepteurs (122). Ainsi, la préservation de la vascularité de la choroïde dépend 
du CD36.  
 
 Lors de la progression vers la forme humide de l’AMD, il se produit un 
déplacement de l’équilibre entre l'expression du facteur anti-angiogénique PEDF 
(pigment epithelium-derived factor) et le facteur pro-angiogénique VEGF (123). En 
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bloquant le site de la TSP-1 du CD36 chez les souris ayant un phénotype induit 
d'inflammation cornéenne, il se produit une augmentation de la transcription du 
VEGF et l’apparition de la néovascularisation choroïdienne (124). Le développement 
de la néovascularisation cornéenne est également démontré chez les souris plus âgées 
et déficientes en CD36 (125). Les souris déficientes en CD36 expriment moins la 
TSP-1 et davantage le VEGF afin de favoriser un effet pro-angiogénique (125). 
L’activation du CD36 par un de ses ligands, le POVPC (1-palmitoyl-2(5-
oxovaleroyl)-sn-glycero-3-phosphocholine), mène à la diminution de la 
néovascularisation (124). Ces observations démontrent bien l'effet protecteur du 
CD36 dans la progression de la maladie en fonction de l'âge.  
 
1.8.4 Le rôle du CD36 dans la malaria 
 
 La malaria est causée par l'infection par un parasite de type Plasmodium. 
L'implication du CD36 dans la cytoadhérence des érythrocytes infectés (IRBC, 
infected red blood cell) par le parasite Plasmodium falciparum a été démontrée lors 
d'une expérience de compétition avec un anticorps contre une protéine de 88 kDa (3) 
par la suite identifiée comme étant le récepteur CD36 (126). De plus, l’inhibition de 
l’expression du CD36 à la surface cellulaire a pour effet de réduire l'adhérence des 
IRBCs aux cellules endothéliales (127) et ainsi confirmer l’implication du CD36 dans 
la malaria.  
 
 Les études génétiques ont également permis de dénoter une association entre 
le CD36 et la malaria. La mutation de la désoxythymidine 1264 par la 
désoxyguanosine (T1264G) mène à une protéine tronquée responsable de la 
déficience du CD36 qui confère une protection contre la malaria (128). L'expression 
d’une autre protéine tronquée du CD36 confère également un phénotype semblable 
de protection (129). Paradoxalement, d'autres polymorphismes sur la séquence 
codante du CD36 conduisent à une augmentation de la sévérité de la maladie (130).  
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1.8.5 L’implication du CD36 dans le développement du diabète de type 2 
 
 Le diabète de type 2 est provoqué notamment par la résistance à l'insuline 
menant à l’hyperglycémie. Lors de l'apparition de la maladie, il y a translocation 
permanente du récepteur CD36 à la surface du sarcolemme des muscles squelettiques 
provoquant une augmentation de l’influx des acides gras libres (131). De plus, la 
désensibilisation du récepteur de l'insuline est provoquée par la liaison des LDLox au 
CD36 au niveau des adipocytes et des macrophages (132). Un groupe a remarqué la 
présence d'un fragment soluble du CD36 dans le sérum de patients diabétiques et a 
proposé ce marqueur pour le diagnostic du diabète (133). Le CD36 sérique se trouve 
dans sa forme intégrale et est sécrété sous forme de microparticules (134).  
 
1.9 Les méthodes de caractérisation des ligands du CD36 
 
 Le potentiel thérapeutique du CD36 a mené à l’établissement de méthodes de 
criblage de ses ligands. Les études de liaison par photomarquage covalent avec un 
radiotraceur ([
125
I]-Tyr-Bpa-Ala-Hexaréline) représentent l’un des standards pour le 
criblage des ligands du CD36 (135, 136). Cette technique a permis de caractériser de 
nouvaux ligands synthétiques du CD36 dont le EP 80317 (104), les azapeptides (84, 
137) (figure 1.4) et les α- et β-amino-γ-lactames (138). L’identification de quelques 
antagonistes de la liaison des LDLox a été déterminée à l’aide d’un essai de type 
ELISA avec un fragment soluble du CD36 (139) ou à l’aide des cellules d’insectes 
Sf9, dérivées de Spodoptera frugiperda, exprimant le CD36 (140). L’utilisation de 
cellules transfectées avec le CD36 et de la β-amyloïde fluoromarquée a également 
permis d’identifier l’acide ursolique comme antagoniste de la liaison de la β-
amyloïde au CD36 (141).  
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Figure 1.4 : Exemple d’un azapeptide. La substitution aza est identifiée par la flèche. 
 
1.10 La résonance des plasmons de surface 
 
 La résonance des plasmons de surface (SPR) est un phénomène qui a été 
décrit pour la première fois en 1902 lorsqu’un patron de diffraction inhabituel a été 
observé lors de la réflexion d'un faisceau lumineux sur un miroir muni d'une surface 
métallique (142). À l'époque, plusieurs hypothèses ont été émises par différents 
auteurs (142, 143, 144, 145) mais ce ne fut qu'en 1968 que le phénomène fut expliqué 
par deux groupes indépendants (146, 147). Les premières réelles applications du SPR 
furent la caractérisation de surfaces métalliques (148) et la compréhension de divers 
phénomènes optiques (149, 150). Ce n'est qu'au milieu des années 1980 qu'une 
application biologique utilisant le SPR a été développée (151). 
 
 Les plasmons de surface sont toujours présents à la surface d’une mince 
couche d’or déposée sur le verre et résultent de l’oscillation des électrons de ce métal 
à l’interface or-solution (figure 1.5). La résonance des plasmons de surface repose sur 
un phénomène optique où, lorsqu’un faisceau lumineux entre en contact avec la 
surface métallique, les plasmons peuvent entrer en résonance grâce à leur interaction 
avec le champ électrique du faisceau. En modifiant l'angle du faisceau incident, 
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l'intensité du faisceau réfléchi atteint un minimum d'intensité lorsque les plasmons à 
la surface sont en résonance (figure 1.5). Cet angle est nommé angle de résonance où 
l'énergie des photons qui entrent en contact avec l’interface or-solution est transférée 
aux électrons libres du métal pour former une onde évanescente. L'énergie est 
transférée jusqu'à la surface de la fine couche métallique et permet aux plasmons de 
surface d’entrer en résonance. Cependant lorsqu'une masse est fixée à la surface du 
film d’or, les propriétés des plasmons de surface sont perturbées de même que l'indice 
de réfraction, ce qui affecte l'angle de réflexion sous le métal. Ainsi, une protéine 
immobilisée à la surface du capteur SPR fera augmenter la masse apparente et la 
masse sera augmentée davantage lorsque des concentrations croissantes d'un composé 
se lieront à la protéine d'intérêt lors d’études de liaison. De cette façon, les propriétés 
du faisceau réfléchi sont altérées, ce qui résulte en la variation de son intensité ou de 
sa longueur d'onde en fonction de la masse apparente à la surface or-solution. Les 
données enregistrées sont traitées pour permettre la caractérisation de l’affinité de 
liaison entre le récepteur immobilisé à la surface de la mince couche d’or et les 
ligands contenus dans la solution qui interagissent avec le récepteur.  
 
 
Figure 1.5 : Résonance des plasmons de surface. 
 
 La commercialisation par Biacore de systèmes utilisant le SPR (152) a permis 
de faciliter les études protéomiques. L’immunologie est l’un des premiers domaines 
biologiques qui a bénéficié du SPR où les interactions entre les anticorps et les 
antigènes, sans marqueur, ont été étudiées (153) pour vérifier l’état conformationnel 
des antigènes (154). L’utilisation d’une monocouche auto-assemblée permet la 
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reconnaissance moléculaire de protéine cible (155) et facilite notamment les études 
d’interactions protéines-protéines (156). Il est alors possible d’identifier de nouveaux 
partenaires d’interaction en faisant passer un extrait cellulaire et en combinant la 
spectroscopie de masse au SPR (157). L’un des principaux avantages du SPR est la 
détection de molécules de faibles poids moléculaires ce qui permet son utilisation lors 
du criblage à haut débit de petites molécules (158) ou l’évaluation de paramètres 
pharmacocinétiques (159). Les applications du SPR s’étendent jusqu’à la la 
médecine, les analyses alimentaires ou la protection environnementale (voir revue de 
Homola (160)).  
  
 
 
 
 
 
 
2.  Hypothèse de travail et objectifs 
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 L’identification d’une cible thérapeutique constitue l’une des premières étapes 
du développement des médicaments. Une seconde étape importante est le 
développement d’une méthode de criblage robuste pour caractériser l’interaction des 
molécules avec la cible. Cette étape permet l’identification de composés dont les 
caractéristiques seront modifiées par chimie de synthèse afin d’améliorer, entre 
autres, leur affinité de liaison pour leur cible. Le criblage est donc une étape critique 
dans la découverte de nouvelles thérapies. 
 
 Malgré son rôle dans la transduction du signal et son implication dans de 
nombreuses pathologies, une thérapie qui cible spécifiquement le récepteur CD36 
n’est pas encore disponible. Après la découverte des GHRP comme ligands 
synthétiques du CD36 (161), de nouvelles classes de composés ont été synthétisées, 
dont les azapeptides (84, 137). La méthode de criblage fut une méthode de 
photomarquage avec un traceur radioactif dans une approche de compétition du 
radiotraceur avec les ligands à cribler (162). Brièvement, cette méthode implique 
l’utilisation de membranes biologiques exprimant le CD36 qui lie de façon covalente 
le radiotraceur photoactivable en présence de concentrations croissantes de ligands à 
caractériser. Chaque échantillon de membranes est ensuite analysé sur gel de 
polyacrylamide exposé à un écran radiographique intensifiant pour pouvoir quantifier 
les bandes radioactives. Cette méthode de criblage est longue et fastidieuse et utilise 
un marqueur radioactif. De plus, cette approche de liaison covalente ne se fait pas à 
l’équilibre et mène à une surestimation des valeurs des CI50 obtenues pour chacun des 
ligands et par conséquent de leur affinité apparente (Ki) (84).  
 
 Afin de caractériser les composés déjà synthétisés ou le développement d’une 
nouvelle classe de ligands, les travaux effectués dans le cadre de cette maîtrise 
décrivent les étapes menant à l’élaboration et l’application d’une méthode de criblage 
par spectroscopie SPR en collaboration avec le groupe du Dr Jean-François Masson 
de l’Université de Montréal. Cette méthode permet de caractériser plusieurs 
composés en solution rapidement comparativement à l’approche standard lors d’étude 
de liaison par photomarquage covalent. Pour ce faire, il a fallu établir un système 
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d’expression du domaine extracellulaire du CD36 humain dans des cellules 
d’insectes. Sa purification à homogénéité a été effectuée par chromatographie 
d’affinité. La protéine purifiée, c’est-à-dire la cible, a ensuite été immobilisée sur la 
surface du capteur SPR afin de pouvoir cribler et caractériser, par détermination de la 
constante de dissociation (KD), l’affinité des peptides synthétiques dérivés du GHRP-
6. Afin de valider le signal obtenu en SPR, nous avons développé, dans les 
macrophages RAW 264.7, un essai kinase basé sur l’inhibition de la phosphorylation 
des MAP kinases JNK1/2 induite par le POVPC, un phospholipide oxydé contenu 
dans les LDLox, par les mêmes peptides synthétiques. Il a été établi que le POVPC 
active la phosphorylation de JNK, reconnue pour être importante dans le processus 
d’activation de la formation des cellules spumeuses (79). Nous avons montré que 
certains des composés criblés inhibent la phosphorylation de JNK. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
3. Précisions sur les méthodologies 
expérimentales 
 
27 
 
3.1 Caractérisation des ligands du CD36 par spectroscopie SPR 
 
La caractérisation des ligands synthétiques du CD36 par spectroscopie SPR a 
été effectuée en collaboration avec les membres du groupe du Dr Jean-François 
Masson et la mise au point fut publiée dans la revue Analyst par Bolduc, Lambert-
Lanteigne et al. (163). Plus spécifiquement, une plaquette SPR recouverte d’une fine 
couche d’or lie de façon covalente un dérivé peptidique qui contient un groupement 
chélateur en C-terminal (Nα,Nα-bis(carboxymethyl)-L-lysine) afin de fixer un ion de 
cuivre. Le hCD36ED est ensuite immobilisé via sa séquence spécifique polyhistidine 
à l’ion cuivre de la surface SPR (figure 3.1). Le hCD36ED est préalablement dilué à 
5 µg/mL et 25 µL est exposé à la surface SPR pendant 15 minutes. La quantité de 
hCD36ED immobilisé à la surface SPR est alors évaluée à 3,2 pmol. Les ligands sont 
dilués dans le PBS et 25 µL de chaque ligand est exposé sur la surface SPR pendant 5 
minutes à des concentrations variantes entre 100 nM et 30 µM, requérant 750 pmol 
de ligands pour la concentration la plus élevée. La réponse SPR est obtenue en temps 
réel à une fréquence de 1 hertz (1 acquisition de données à chaque seconde).  
 
Lors du traitement des données, la variation de la longueur d’onde (ΔλSPR) est 
calculée pour chaque concentration injectée en soustrayant la longueur d’onde 
minimale (obtenu avec un blanc de PBS) de la longueur maximale obtenu pour 
chaque concentration. Les valeurs de variation de longueur d’onde sont entrées dans 
le logiciel MATLAB qui détermine les valeurs de KD selon l’isotherme de Langmuir 
 
ΔλSPR = (K[ligand]) ΔλSPRmax (1 + K[ligand])
-1
 
 
où K = 1/KD. Les étapes expérimentales ainsi que l’étape d’analyse demande peu de 
temps ce qui permet de cribler et caractériser plus de 10 composés par semaine, en 
triplicata.  
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Figure 3.1 : Représentation schématique de l’immobilisation du hCD36ED à la 
surface SPR. 
 
3.2 Essai cellulaire de l’inhibition de la phosphorylation induite de JNK 
 
 La caractérisation des ligands synthétiques du CD36 par étude d’inhibition de 
la phosphorylation des MAP kinases JNK1/2 induite par le POVPC a nouvellement 
été développée. Cette méthode requiert l’utilisation de la lignée de macrophages 
murins RAW 264.7. Les cellules sont ensemencées dans des plaques de 6 puits et 
sevrées toute la nuit dans un milieu sans sérum. Elles sont ensuite prétraitées 2 
heures, avec des concentrations variantes entre 1 nM et 1 µM, puis stimulées 30 
minutes avec une faible concentration de POVPC (10 µg/mL) (utilisant entre 3 pmol 
et 3 nmol de ligand et 50 nmol de POVPC). Les cellules sont ensuite lysées sur glace 
puis centrifugées. Le surnageant est récolté et la concentration protéique est 
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déterminée afin de charger 30 µg de protéine du surnageant de chaque échantillon sur 
gel de polyacrylamide. Les protéines sont séparées par électrophorèse pendant 
environ 90 minutes à 135 volts et sont ensuite transférées sur membrane de 
nitrocellulose pendant 90 minutes à 75 volts. La membrane est bloquée avec une 
solution de lait en poudre pendant 60 minutes puis incubée toute la nuit avec 
l’anticorps primaire contre JNK phosphorylé. La membrane est lavée puis incubée 60 
minutes avec l’anticorps secondaire puis elle est révélée avec un substrat 
chimioluminescent. Après une étape de stripping de la membrane, où la liaison des 
anticorps primaires et secondaires est renversée, elle est réutilisée cette fois en 
incubant avec l’anticorps primaire contre JNK total. L’analyse s’effectue en 
quantifiant l’intensité des bandes de JNK phosphorylé et de JNK total obtenues par 
immunobuvardage western. Les valeurs de ratio JNK phosphorylé/JNK total sont 
entrées dans le logiciel Prism afin de déterminer les valeurs de CI50. Ces étapes 
demandent beaucoup de temps entre chacune des manipulations. Par conséquent, cet 
essai cellulaire permet de caractériser que 3 composés au maximum par semaine.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
4. Manuscrit 
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Ma contribution pour l’article “Surface plasmon resonance (SPR) sensing for 
high-throughput screening of synthetic ligands of scavenger receptor CD36” consiste 
en l’établissement d’un système d’expression du hCD36ED dans les cellules 
d’insectes, la mise au point d’une méthode de purification du hCD36ED jusqu’à 
homogénéité, l’analyse et l’établissement d’une relation structure-activité entre les 
différents composés caractérisés, l’établissement et mise au point d’un essai cellulaire 
de l’inhibition par les ligands synthétiques de la phosphorylation des MAP kinases 
JNK1/2 induite par le POVPC ainsi que l’écriture du manuscrit. La contribution 
d’Olivier R. Bolduc consiste en la mise au point du criblage des ligands synthétiques 
du CD36 alors que Caroline Proulx a synthétisé les azapeptides. Les Dr James 
Féthière, Dr Jean-François Masson, Dr William D. Lubell et Dr Huy Ong ont tous 
contribué à corriger et peaufiner le manuscrit.  
 
Ce manuscrit sera soumis au journal Analytical Biochemistry.  
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Abstract 
Therapies targeting the receptor CD36 have emerged as promising avenues towards 
treatment of pathological conditions such as atherosclerosis and age-related macular 
degeneration. A screening method is reported for the characterization of CD36 
ligands by surface plasmon resonance (SPR) using a recombinant soluble CD36 
ectodomain, which was expressed in Trichopulsia ni High five insect. The purified 
protein was immobilized on the SPR surface and dissociation constants (KD’s) for 
azapeptides, a new class of CD36 selective ligands derived from the growth 
hormone-releasing peptide-6, were determined as described by Bolduc et al [18]. 
Compounds with potential clinical significance were characterized by determination 
of their KD’s of 0.77 and 0.72 µM for DBG178 and CP-3(IV), respectively. In order 
to validate this screening method, KD’s of selected azapeptides were correlated to 
their IC50 values obtained from a POVPC-induced JNK1/2 phosphorylation assay in 
RAW 264.7 murine macrophage cells. Compounds exhibiting high to medium 
binding affinity to CD36 had IC50’s in the nanomolar range in contrast to those 
showing low to no apparent binding affinity which were without biological activity. 
The reported SPR method offers interesting potential as a high-throughput screening 
assay for characterizing ligands of CD36. 
 
Key words: CD36; surface plasmon resonance; SPR; EP 80317; atherosclerosis; age-
related macular degeneration 
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Introduction 
 
In drug discovery, binding studies are important for the identification and chemical 
optimization of candidate compounds. Reliable screening methods are thus required 
to provide high quality data for investigating binding of newly synthesized 
compounds. Label-free methods have emerged as inexpensive and reliable for 
screening because they avoid radioactive and fluorescent tags, which may be costly 
and lead to false-positives/negatives [1]. In particular, surface plasmon resonance 
(SPR) spectroscopy has proven effective as a label-free biosensor for studying 
molecular interactions, and for providing accurate affinity and kinetic data [2].  
The Cluster of Differentiation 36 receptor (CD36) belongs to the family of type B 
scavenger receptors and is expressed on a wide variety of cells, including endothelial 
cells of the microvasculature [3], platelets [4], retinal pigment epithelium [5] and, to a 
greater extent, macrophages [6]. The CD36 receptor protein features a large 
extracellular binding domain flanked by two short N- and C-intracellular tails. In 
addition to being involved in the internalization of oxidized low-density lipoprotein 
(oxLDL) [7], CD36 binds a large variety of endogenous ligands [6] and has been 
shown to transduce signals that regulate inflammatory and apoptotic processes [8,9]. 
Growth hormone-releasing peptides (GHRPs) have previously been identified as the 
first class of small synthetic ligands that bind to the CD36 scavenger receptor [10] 
inducing reduction of atherosclerotic lesions in aorta [11] and diminishing Bruch’s 
membrane thickness in the sub-retinal space [12] in a CD36-dependent manner.  
Considering its promiscuity and various roles in pathological processes, the CD36 
scavenger receptor is a target with significant clinical potential. A sensitive and 
35 
 
reproducible binding assay is thus desired for evaluating ligand affinity to this 
receptor. Previous screening assays such as an ELISA-like method with a 
recombinant soluble CD36 protein [13], the inhibition of DiI-AcLDL (acetylated low 
density lipoprotein labeled with 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethyl-
indocarbocyanine perchlorate) uptake in Spodoptera frugiperda Sf9 insect cells 
expressing CD36 [14], or a competitive photolabeling binding assay with a 
photoactivable [
125
I]-hexarelin radioligand [15] have been reported. None of these 
methods have proven effective for high-throughput evaluation of CD36 ligands. A 
SPR binding assay is here reported featuring the soluble recombinant binding domain 
of the human CD36 receptor. Moreover, the SPR binding data have been correlated 
with a cellular response of the tested ligands in a RAW 264.7 murine macrophage cell 
model featuring the inhibition of MAP kinase JNK1/2 phosphorylation induced by 
POVPC (1-palmitoyl-2(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-3-phosphocholine), a mildly 
oxLDL-derived phospholipid [16]. The correlation between binding affinity and 
kinase inhibition validate the SPR spectroscopy screening method. The sensitivity 
and efficacy of the SPR spectroscopy method demonstrate potential for high-
throughput screening of CD36 ligands. 
 
Materials and methods 
 
Cell culture 
Spodoptera frugiperda Sf9 insect cells (Invitrogen, Burlington, Canada) were grown 
in Sf900 II serum free medium (Invitrogen) containing 50 µg/mL penicillin (Wisent, 
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St-Bruno, Canada) and Grace insect cell medium (Invitrogen) supplemented with 
10% heat-inactivated FBS (Wisent) and 100 µg/mL penicillin at 27
o
C. Trichoplusia ni 
High Five insect cells (Invitrogen) were grown in EX-CELL 405 medium (SAFC, St. 
Louis, MO) containing 50 µg/mL penicillin. RAW 264.7 murine macrophage cells 
(American Type Culture Collection, Manassas, VA) were maintained in DMEM high 
glucose (Wisent) containing 100 µg/ml penicillin and supplemented with 10% heat-
inactivated FBS. Cells were used between passage 5 and 20.  
 
Construction of the recombinant baculovirus 
Human CD36 ectodomain (hCD36ED) (residues 30 → 439) was amplified by PCR 
using a Pfx DNA polymerase (Invitrogen) from pcDNA3.1+hCD36 (kindly provided 
by M. Febbraio, Lerner Research Institute, Cleveland). Primers used for amplification 
were designed with the addition of unique restriction sites: a 5’ NcoI (underlined) 
(GGGCCATGGGGGGAGACCTGCTTATCCAGAAGACA) and a 3’ EcoRI 
(underlined) (CCCGAATTCTTAGTTTATTTTTCCAGTTACTTGACTTCT). The 
PCR fragment was digested with EcoRI and NcoI (New England Biolabs, Pickering, 
Canada) and subcloned into a modified pFastBac1 transfer plasmid (pKMJ-His3C, 
kindly provided by M. Jinek, University of California, Berkeley) carrying an N-
terminal viral signal sequence, a Flag epitope and a hexahistidine tag. Sequencing 
was performed to validate insertion of hCD36ED (data not shown). Recombinant 
baculovirus was produced using the standard Bac-to-Bac protocol according to the 
manufacturer.  
 
37 
 
Expression of hCD36ED 
The recombinant CD36 binding domain was expressed as a secreted protein in 
Trichoplusia ni High Five insect cells. Protein expression was achieved by infecting 3 
L of shaking culture cells at a density of 2 x 10
6
 cells/ml with the recombinant 
baculovirus at a MOI (multiplicity of infection) of 3. After 72 h post-infection, the 
conditioned medium was cleared of cells by centrifugation (10,000 x g for 30 min) 
and diafiltered by tangential flow ultrafiltration using a 30 kDa cut-off cartridge (Pall, 
Port Washington, NY) in binding buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM NaCl, 1 
mM PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride)) at 4 
o
C. A 10-fold dilution of the 
original media was achieved.  
 
Purification of hCD36ED  
The recombinant hCD36ED was first purified by Ni
2+
 affinity chromatography on a 
Poros perfusion chromatography column (Applied Biosystems, Foster City, CA) pre-
equilibrated with binding buffer. After extensive washing, the protein was eluted with 
a 0-500 mM imidazole gradient (5 mL fractions) in 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM 
NaCl and 1 mM PMSF. Fractions were analysed by Western blot using an antiCD36 
antibody (Novus Biologicals, Littleton, CO) (see Western blot analysis). Positive 
fractions were pooled and dialysed in 50 mM Tris-HCl pH 8.0 containing 150 mM 
NaCl for immunoaffinity purification on an anti-flag M2 affinity gel (Sigma, St. 
Louis, MO). The protein was eluted with 1 M glycine buffer pH 3.5 (1 mL fractions) 
into tubes containing 25 µL of 1 M Tris-HCl buffer pH 8.0. Fractions were analyzed 
by Western blotting (see Western blot analysis). Positive fractions were pooled and 
concentrated on a 30 kDa cut-off Amicon Ultracel centrifugal filter unit (Millipore, 
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Billerica, MA). Protein concentration was determined with the BCA assay (Thermo 
Scientific, Rockford, IL).  
 
Glycosylation state of the recombinant hCD36 
To assess the glycosylation state of the secreted ectodomain, a small aliquot of 
protein (10 µg) was denatured in 0.5% SDS and 40 mM DTT buffer at 100 
o
C for 10 
min, and deglycosylated with a PNGase (N-Glycosidase F) deglycosylation kit (New 
England Biolabs, Pickering, Canada). The digestion was kept on ice prior to analysis 
by western blotting (see Western blot analysis).  
 
Western blot analysis 
Protein samples were analysed on 10% sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) and electrotransferred on a nitrocellulose membrane 
(Bio-Rad, Hercules, CA). The membrane was blocked with Tris-buffered saline (20 
mM Tris pH 7.4, NaCl 150 mM) with 0.05% Tween 20 (TBS-T) containing 5% milk 
powder (BioShop, Burlington, Canada) for 1 h at room temperature and incubated 
with primary antibody against CD36 (1:2,000) (Novus Biologicals, Littleton, CO) in 
TBS-T with 5% milk powder overnight at 4 
o
C. The membrane was washed 5 times 
with TBS-T and incubated with secondary HRP-conjugated (horseradish peroxidase-
conjugated) goat anti-rabbit IgG antibody (1:50,000) (Jackson Immunoresearch 
Laboratories Inc., West Grove, PA) in TBS-T with 5% milk powder for 1 h at room 
temperature. After washing 5 times with TBS-T, membrane was visualized with 
ChemiImager 5500 (Alpha Innotech Corp, San Leandro, CA) using SuperSignal West 
Dura substrate (Thermo scientific, Rockford, IL). 
 
Circular dichroism measurements of hCD36ED 
The native recombinant hCD36ED was dialyzed in phosphate buffer (10 mM 
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Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 pH 7.4, 100 mM NaF), and used at a concentration of 25 
µg/mL for CD measurements in a 10 mm cell on a Jasco J-810 spectropolarimeter 
(Jasco, Tokyo, Japan). Denaturation was achieved with the addition of 6 M GnHCl. 
Far UV scans were collected between 260 to 190 nm in 0.5 nm steps at room 
temperature. The blank spectra were subtracted and the raw data were converted to 
mean residue molar ellipticity (MRE) in the usual way. .Secondary structural content 
was estimated from the CD spectra using the Dicroweb website 
(dichroweb.cryst.bbk.ac.uk) based on the Whitmore and Wallace method [33].  
 
Screening ligands by SPR spectroscopy 
Pure recombinant soluble His-tagged hCD36ED (20 µg/ml) was immobilized on a 
self–assembled peptide-derived monolayer covalently linked to a thin gold layer as 
described previously [17]. Azapeptide ligand solutions with concentrations ranging 
from 100 nM to 30 µM were injected. Wavelength shift signal was recorded using 
SpectraSuite software (Ocean Optics, Dunedin, FL) and KD’s were determined as 
described [18]. Briefly, minimum wavelength with PBS blank was substracted to 
obtain wavalenght variation for each concentration (ΔλSPR). Every ΔλSPR were plotted 
in MATLAB software (MathWorks, Torrance, CA) in order to determine the KD with 
the Langmuir isotherm (equation 1) of each compounds screened.  
 
ΔλSPR = (K[ligand]) ΔλSPRmax (1 + K[ligand])
-1
 (equation 1) 
 
where K = 1/KD.  
 
JNK assay 
RAW 264.7 murine macrophage cells were seeded at 2 x 10
6
 cells/well in a 6-well 
plate and starved in serum-free media overnight at 37 
o
C. Cells were first pre-treated 
with azapeptide ligand at concentrations ranging from 10
-9
 to 10
-6
 M for 2 h and then 
stimulated with 10 µg/mL POVPC (Cayman chemical, Ann Arbor, MI) for 30 min at 
37 
o
C. Medium was then removed and cell plates were immediately frozen at –80 oC. 
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Cells were then scrapped into 100 µl of RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 25 mM NaF) containing 1 mM PMSF and 1 mM 
Na3VO4, and incubated on ice for 30 min. The soluble fractions were isolated by 
centrifugation at 12,000 x g for 30 min. The supernatant was collected and proteins 
were assayed with BCA reagent. Aliquots (30 g/mL) were analyzed on 10% SDS-
PAGE and electrotransferred on nitrocellulose membrane. Membrane was blocked 
with 5% BSA in TBS-T and incubated overnight with primary antibody against 
phospho-JNK or total-JNK (1:500) (Cell signalling, Pickering, Canada) in 5% BSA 
TBS-T. The membranes were then washed 5 times with TBS-T and incubated with 
secondary HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (1:10,000) in 5% BSA 
TBS-T for 1 h at room temperature. The reaction was visualized by 
chemiluminescence using SuperSignal West Dura (Thermo scientific, Rockford, IL) 
and signals analyzed with ChemiImager 5500 (Alpha Innotech, San Leandro, CA). 
The intensity of each band was measured by densitometry using Image Quant 
software (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) and the phosphorylation state was 
determined from the intensity ratio of phospho-JNK/total-JNK. To determine IC50 of 
inhibition, intensity ratio data were plotted using Prism 4 software (GraphPad, La 
Jolla, CA).  
 
Results 
 
Expression and purification of hCD36ED in High Five insect cells 
The human CD36 ectodomain (residues Gly
30
 → Asn439) harbouring a Flag epitope 
and a polyhistidine tag at the N-terminus (Figure 4.1A) was expressed in High Five 
insect cells. Maximum expression was attained with a MOI of 3 after 72 hours (data 
not shown). The secreted protein was purified from the supernatant after 
concentration and diafiltration. A two step purification scheme consisting of Ni
2+
 
affinity chromatography followed by immunoaffinity on an anti-Flag affinity gel was 
necessary to achieve high purity (Figure 4.1B, 4.1C and 4.1D).  
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Figure 4.1 : Purification of hCD36ED affinity chromatography. (A) Schematic representation of the 
recombinant hCD36ED. Protein was engineered with secretory signal and purification tag, Flag 
epitope and polyhistidine respectively, at its N-terminal. 3C represents the cleavage site for human 
rhinovirus 3C protease. (B) Western blotting against CD36 after first step of purification on nickel 
affinity column. Positive control consisted of a membrane preparation of isolated wild-type rat heart 
expressing CD36. (C) Western blotting against CD36 after second step of purification on anti-flag M2 
affinity gel. (D) Coomassie stained polyacrylamide gel after both purification steps.  
 
The recombinant hCD36ED, which had an apparent molecular weight of 65 kDa on 
polyacrylamide gel, was converted to a protein with an apparent molecular weight of 
55 kDa upon deglycosylation with PNGase (Figure 4.2), indicating optimal 
processing of the recombinant protein in insect cells. . In order to confirm the folded 
state of the protein, far-UV CD spectra were measured. The results presented in 
figure 4.3 shows a typical spectrum for a folded protein with strong minima around 
205 and 220 nm indicative of high helical content. A radical change in the CD profile 
is observed after denaturation in GnHCl, indicating that the freshly purified protein 
features structural elements of a folded protein as previously reported (21;31). The 
spectrum of the native hCD36 was evaluated for secondary structure content using 
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the Dichroweb analytical package. The results indicate a 24% and 23% of alpha-helix 
and beta-sheet content, respectively.  
 
 
Figure 4.2 : hCD36ED is glycosylated in High Five cells. Western blotting against CD36 of 
hCD36ED after 2 h digestion without or with PNGase F treatment. 
 
 
Figure 4.3 : CD analysis of hCD36ED. Spectra of the native hCD36ED is shown in blue and the 
denatured protein is shown in red. 
 
Screening synthetic ligands of CD36 by SPR spectroscopy  
Using the pure recombinant soluble binding domain of the hCD36ED receptor, 
synthetic CD36 azapeptide ligands [15,19] were screened by SPR spectroscopy as 
43 
 
reported by Bolduc et al. [18]. Azapeptide structures and their corresponding KD’s 
ascertained by SPR spectroscopy are shown in Table 4.1. DBG178 and CP3-(IV) with 
the aza-substitution at position 4 and the D-Phe-Lys-NH2 sequence at the C-terminal 
of the hexapeptide displayed the highest binding affinities with KD’s of 0.77 x 10
-6
 M 
and 0.72 x 10
–6 
M, respectively. Reduced binding affinity was observed for analogs 
possessing aza-residues at the position 3: CP-2A(V), CP-AP-4 and CP-2B(I) 
exhibited respectively KD’s of 2.75x10
–6 
M, 6.22x10
–6
 M and 3.10 x10
–6
 M. The EP 
51389 tripeptide Aib-D-Trp(2-Me)-D-Trp(2-Me)-NH2 used as a negative control for 
non specific binding, exhibited a KD >10
–5
 M and the GHRP derivative EP 80317, 
which has been previously identified as a CD36 ligand [11], used as a positive 
control, exhibited a KD of 2.75x10
–6 
M.  
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Tableau 4.1 : Dissociation constant (KD) values of selected azapeptide derivatives screened by SPR 
spectroscopy. 
Compounds Sequence KD (µM) 
GHRP-6 His-ᴅ-Trp-Ala-Trp-ᴅ-Phe-Lys-NH2 25,6 
EP 80317 Haic-ᴅ-2-MeTrp-ᴅ-Lys-Trp-ᴅ-Phe-Lys-NH2 2,75 
CP-1A(IV) Ala-AzaPhe-Ala-Trp-ᴅ-Phe-Lys-NH2 10,2 
CP-2B(I) His-ᴅ-Trp-AzaLeu-Trp-ᴅ-Phe-Ala-NH2 31,0 
CP-2B(V) Ala-ᴅ-Trp-AzaLeu-Trp-ᴅ-Phe-Lys-NH2 4,66 
CP-AP-4 His-ᴅ-Trp-AzaPro-Trp-ᴅ-Phe-Lys-NH2 6,22 
CP-AzaGly-Pro His-ᴅ-Trp-AzaGly-Pro-ᴅ-Phe-Lys-NH2 2,20 
CP-2A(I) His-ᴅ-Trp-AzaGly-Trp-ᴅ-Phe-Ala-NH2 8,25 
CP-2A(III) His-ᴅ-Trp-AzaGly-Ala-ᴅ-Phe-Lys-NH2 6,66 
CP-2A(V) Ala-ᴅ-Trp-AzaGly-Trp-ᴅ-Phe-Lys-NH2 2,86 
CP-3(II) His-ᴅ-Trp-Ala-AzaPhe-ᴅ-Ala-Lys-NH2 67,0 
CP-3(IV) Ala-ᴅ-Trp-Ala-AzaPhe-ᴅ-Phe-Lys-NH2 0,72 
CP-AP-3 His-ᴅTrp-Ala-AzaPro-ᴅ-Phe-Lys-NH2 6,01 
DBG178 His-ᴅ-Trp-Ala-AzaTyr-ᴅ-Phe-Lys-NH2 0,77 
CP-04-25A 
His- ᴅTrp-Ala-(Aza-1-m-methoxyphenyl-2,3-triazole-3-alanine)- 
ᴅ-Phe-Lys-NH2 
1,73 
CP-04-25B 
His- ᴅTrp-Ala-(Aza-1-p-methoxyphenyl-2,3-triazole-3-alanine)- 
ᴅ-Phe-Lys-NH2 
3,54 
CP-04-25C 
His- ᴅTrp-Ala-(Aza-1-p-toluyl-2,3-triazole-3-alanine)- ᴅ-Phe-Lys-
NH2 
5,07 
CP-04-25D 
His- ᴅTrp-Ala-(Aza-1-p-fluorophenyl-2,3-triazole-3-alanine)- ᴅ-
Phe-Lys-NH2 
1,73 
CP-04-25E 
His- ᴅTrp-Ala-(Aza-1-m-trifluoromethylphenyl-2,3-triazole-3-
alanine)- ᴅ-Phe-Lys-NH2 
7,74 
CP-04-25F 
His- ᴅTrp-Ala-(Aza-1-(1-naphthyl)-2,3-triazole-3-alanine)- ᴅ-Phe-
Lys-NH2 
2,42 
EP 51389 Aib-D-Trp(2-Me)-D-Trp(2-Me)-NH2 >10 
 
JNK assay and correlation with SPR spectroscopy data 
The SPR spectroscopy binding data were next correlated with the inhibitory effects of 
the azapeptides on MAP kinase JNK1/2 phosphorylation induced by POVPC, an 
oxidized-derived phospholipid, in a cellular assay, and compared with those of EP 
80317 and the EP 51389 tripeptide as positive and negative controls, respectively. No 
inhibitory effect was observed when azapeptide ligands and POVPC were incubated 
together (data not shown). We have thus evaluated the effect of preincubation of the 
cells with a representative azapeptide prior to POVPC stimulation of JNK 
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phosphorylation. A time-course of preincubation with DBG178 at 10
-7 
M showed that 
a 2-hours pretreatment with the azapeptide was sufficient and necessary to observe a 
significant inhibition of JNK phosphorylation. Dose-dependent inhibitory curves and 
IC50 values were determined for a selected group of compounds for which a KD 
values were obtained by SPR spectroscopy (Figure 4.4). DBG178 exhibited IC50 
values of 2.14 x 10
–7 
M, commensurate with its binding affinities measured by SPR 
spectroscopy. The IC50 values for EP 80317, CP-AP-4, CP-2A(V), CP-2B(I) and the 
EP 51389 tripeptide (as negative control) were respectively 3.76 x 10
–7
 M, 5.24 x 10
–7 
M, 7.37 x 10
–7 
M, >10
–5 
M and >10
–5 
M. The lack of inhibitory effect exhibited by 
CP-2B(I) and the EP 51389 tripeptide correlated with their low binding affinities to 
CD36 in the SPR spectroscopy assay (Figure 4.5). However, an order of magnitude 
difference with the binding affinities was observed for most of the other compounds.  
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Figure 4.4 : Inhibition curves of POVPC-induced phosphorylation of JNK1/2 in RAW 264.7 
macrophage cells by azapeptide derivatives. Cells were pre-treated with concentrations ranging from 1 
nM to 1 µM of EP 80317, DBG178, CP-2A(V), CP-2B(i) and EP 51389 for 2 h and stimulated with 10 
µg/mL POVPC. Phosphorylation of JNK1/2 was analyzed by densitometry of phospho-JNK/total-JNK 
ratios. 
 
 
Figure 4.5 : Correlation between the KD values determined with the SPR spectroscopy method and the 
IC50 values obtained with the JNK assay. Correlation coefficient was determined with the linear 
regression of a log-log plot of KD and IC50.  
 
47 
 
Discussion 
 
The CD36 receptor is a promising therapeutic target for combating diseases such as 
atherosclerosis and age-related macular degeneration (AMD). In the former, CD36-
mediated internalization of oxLDL and foam cell formation and, in the latter, the role 
of CD36 in the appearance of drusen in Bruch’s membrane are hallmarks of the 
diseases. By immobilizing a His-tagged variant of the extracellular binding domain of 
CD36 to a SPR surface modified with a peptide monolayer, we have shown that an 
optical spectroscopy real–time and label-free method for ligand screening is an 
alternative to other standard method such as competitive covalent CD36 binding 
assay.  
The purified form of hCD36ED was expressed and used to screen synthetic ligands 
by SPR spectroscopy. The secreted soluble form of hCD36ED produced in High five 
insect cells was confirmed to be glycosylated, indicating that it had gone through the 
folding machinery in the endoplasmic reticulum and most likely, adopted a folded 
conformation. The glycosylation of the extracellular binding domain of CD36 seems 
to play an important role in the folding process, because we were unable to generate 
well folded material from bacterial expression (data not shown). In addition, it was 
reported that a glycosylation-deficient CD36 mutant aggregated and did not fold 
properly in HEK cells [20].  
The SPR approach features many advantages compare to the enzyme-linked 
immunosorbent assay based on the competition of soluble CD36 binding to 
immobilized oxidized LDL [13]. The latter required the immobilization of modified 
lipoproteins with varying degrees of oxidation and consequently different affinities 
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for CD36 [6,22]. Moreover, doubt has been cast on the competent folding of the 
soluble binding domain of hCD36 [13], which was expressed as inclusion bodies and 
refolded at pH 7.3 without a redox system, because the elaborate pattern of disulfide 
bridges in the extracellular domain may likely not have been formed [30]. 
Considering the importance of glycosylation for proper folding [20] and the elaborate 
pattern of disulfide bridges in the extracellular domain of the native full length 
receptor [30], it is quite doubtful that this refolded binding domain from E. coli 
adopts a native conformation. Our data indicate that the soluble hCD36 binding 
domain used in the current study adopts a folded conformation. As previously 
reported [21], a mix of alpha-helices and beta-sheets is present in the CD36 
ectodomain; our evaluation indicates an equivalent proportion of these structural 
elements. Thus, the soluble hCD36 binding domain used in the current study is 
competent for binding CD36-specific ligands, and is suitable for high-throughput 
screening. A direct means for measuring binding affinity (KD) of CD36 ligands, the 
SPR spectroscopy approach was more sensitive and less tedious to perform than the 
covalent photoaffinity competition binding assay, which may underestimate the KD 
values, due to the non-equilibrium covalent binding condition [31,32].  
Small mass peptides such as azapeptides were not expected to generate a significant 
change in refractive index in the SPR spectroscopy assay; however, certain 
azapeptides induced significant amplification of the SPR signal, suggesting that the 
binding to CD36 may cause a significant conformational change within the 
immobilized extracellular domain. In such cases, azapeptide affinity for the receptor 
immobilized onto a peptide monolayer was selective and enabled us to investigate 
their structure-activity relationships. The combination of an amidated D-Phe-Lys 
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moiety at the C-terminal and the aza substitution at position 4 were determinants for 
the high affinity binding to CD36 as shown by the KD’s of DBG178 and CP-3(IV). 
On the contrary, the presence of an aza residue at position 3 provided only a ten-fold 
higher binding affinity or no significant increase in binding affinity compared to the 
positive control GHRP-6.  
Ligand binding to CD36 has been shown to cause activation of intracellular signalling 
pathways involving Src family kinases and MAPK kinases [7]. For example, the 
binding of oxLDLs to CD36 leads to the phosphorylation of MAP kinases JNK1/2 
within macrophage cells [24], generating proinflammatory chemokines and cytokines 
[25]. Exposure of the RAW 264.7 macrophage cell line to the oxLDL-derived 
phospholipid POVPC induced JNK1/2 phosphorylation [24]. The JNK1/2 activation 
was reversed by pre-treatment of the macrophage cells with azapeptides in a dose-
dependent manner. A correlation was observed between the relative binding affinity 
of the azapeptide analogs measured by SPR spectroscopy and their IC50 values for the 
inhibition of JNK phosphorylation induced by POVPC (r
2
 = 0.77 for the linear 
regression of the log-log plot of KD and IC50, n = 6).  
Azapeptides are a new class of selective synthetic peptide ligands for the type 
B scavenger receptor CD36, which have been derived from growth hormone-
releasing peptides [15]. Previously, the GHRP derivative EP 80317 has been shown to 
decrease the development of atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice 
(apoE-/-) by reducing the uptake of modified LDL by macrophage cells, and to 
induce the up-regulation of genes involved in cholesterol/phospholipid efflux [11,26]. 
In addition, EP 80317 reduced the expression of proinflammatory proteins, including 
NADPH oxidase, induced nitric oxide synthase (iNOS), vascular endothelial cell 
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adhesion molecule-1 (VCAM-1) and CCL2 chemokine in aortae from apoE-/- mice 
[27]. Considering the roles of CD36 ligands in downregulating proinflammatory and 
oxidative pathways responsible for the formation of atherosclerotic plaques [11], 
fibrinogenesis in chronic kidney disease [28] as well as subretinal deposits in the 
development of age-related macular degeneration [12], azapeptides such as DBG178 
and CP-3(IV) represent interesting leads for developing therapeutic agents to treat 
such conditions. 
In conclusion, a SPR spectroscopy method, which uses the His–tagged scavenger 
receptor CD36 ectodomain immobilized on a peptide monolayer, has been validated 
for the screening of GHRP-6 derivative ligands. This optical wave technology may 
find its application for high-throughput analysis of other classes of CD36 ligands as 
well as for screening of other ligand and receptor classes. 
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 Le but de notre étude était d’appliquer une méthode de criblage des ligands 
synthétiques du CD36 par l’approche de la résonnance des plasmons de surface et de 
valider les résultats avec un essai cellulaire. La première étape de ce travail consistait 
en l’expression du domaine extracellulaire du CD36 humain dans les bactéries et les 
cellules d’insectes. La seconde étape constitait en l’obtention de la protéine pure en 
exploitant des séquences spécifiques d’affinité permettant la purification par 
chromatographie d’affinité. La troisième étape était l’application de la technique de 
criblage par SPR, telle que décrite par Bolduc et al. (163), pour établir la relation 
structure-activité des différents ligands synthétiques pour leur liaison au récepteur de 
type éboueur CD36. La dernière étape consistait à valider les données du signal SPR 
par une étude de corrélation avec la réponse cellulaire des ligands. L’essai cellulaire 
dans les macrophages RAW 264.7 est basé sur l’effet modulateur d’un pré-traitement 
avec les peptides synthétiques sur l’activation de la phosphorylation de la MAP 
kinase JNK1/2 induite par le POVPC. 
 
 Le domaine extracellulaire du CD36 humain (hCD36ED) a initialement été 
exprimé dans les bactéries BL21 (His3C+hCD36ED) (voir annexe 1a). L’analyse des 
fractions solubles et insolubles a révélé que la protéine est exclusivement exprimée 
dans les corps d’inclusion des bactéries, rendant sa solubilisation difficile (annexe 1b 
et 1c). En faisant varier certaines conditions de culture, on peut favoriser la solubilité 
et le bon repliement des protéines exprimées. Plusieurs conditions ont été testées, 
dont l’abaissement de la température pour diminuer la vitesse de la synthèse 
protéique (164) et la co-expression avec des protéines chaperones pour favoriser le 
bon repliement du CD36 recombinant. L’ajout de partenaire de fusion permet 
d’augmenter la solubilité (ajout de la MBP (maltose-binding protein)) ou de favoriser 
la formation de ponts disulfures (ajout de la TrX (thiorédoxine) ou la DsbA (DsbA 
oxydoréductase)). Cependant aucune augmentation de la solubilité de notre protéine 
d’intérêt n’a été observée avec les différentes conditions testées (annexe 2 et 3). 
 
 Le hCD36ED recombinant n’est pas soluble lorsqu’il est exprimé dans les 
bactéries. Le CD36 contient un segment très riche en acides aminés hydrophobes 
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entre les acides aminés 184 et 204, ce qui pourrait expliquer l’agrégation dans les 
corps d’inclusion (165). Nos résultats sont en accord avec ce qui a été publié 
précédemment où, pour identifier le site de liaison des LDLox, de courts fragments 
peptidiques synthétiques du récepteur CD36 devaient être dissous dans un solvant 
organique (90) et où l’utilisation d’un tampon de repliement était nécessaire pour 
solubiliser le hCD36ED contenu dans les corps d’inclusion des bactéries E. coli afin 
d’être utilisé pour le criblage par méthode immuno-enzymatique (139). Bien que ces 
stratégies aient été publiées, il n’est pas clair que le CD36 adopte un bon repliement. 
Par exemple, le tampon de repliement utilisé par Wang et al. (139) ne permet pas la 
formation des ponts disulfures et il est donc possible que le CD36 ne soit pas dans sa 
conformation active. Selon nos résultats, la solubilité du hCD36ED reste limitée dans 
les bactéries malgré l’utilisation de partenaires de fusion.  
 
 Les bactéries ne possèdent pas les enzymes nécessaires qui permettent la 
glycosylation des protéines. La glycosylation est reconnue comme une modification 
post-traductionnelle permettant une meilleure solubilité et l’obtention d’un état 
conformationnel optimal (95, 166). La mutation de tous les sites de glycosylation du 
CD36 empêche son expression à la membrane puisque le récepteur se retrouve agrégé 
à l’intérieur des cellules de mammifères (54), tel qu’observé avec le hCD36ED dans 
les bactéries. La glycosylation n’est cependant pas le seul facteur qui permet le bon 
repliement des protéines. Puisque le bon repliement des protéines dépend de plusieurs 
facteurs et que les bactéries sont incapables de modifier post-traductionnellement les 
protéines, un nouveau système d’expression dans les cellules eucaryotes qui contient 
la machinerie requise pour le repliement optimal de protéines eucaryotes a été utilisé.  
 
 L’utilisation des cellules d’insectes permet l’expression de glycoprotéines 
avec une structure glucosidique qui se rapproche de celle retrouvée ches les 
mammifères (167). Nous avons procédé à l’expression d’une forme sécrétée du 
hCD36ED dans les cellules d’insectes High Five, ce qui a permis de récupérer la 
protéine exprimée dans le milieu culture. La glycosylation a par la suite été 
confirmée. Notre système d’expression du hCD36ED est similaire à celui utilisé pour 
exprimer le domaine extracellulaire du CD36 murin (mCD36ED), qui utilise les 
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mêmes cellules d’insectes (62). Considérant la forte homologie de séquence entre les 
formes humaine et murine (84%), il est tout à fait raisonnable de considérer que les 
domaines extracellulaires sécrétés auront des structures similaires (62).  
 
 Nos résultats démontrent que la purification du hCD36ED récupéré 
directement du milieu de culture nécessite une approche associant la chromatographie 
d’affinité sur colonne de nickel et sur colonne d’anticorps M2 qui reconnaît l’épitope 
Flag contenu dans la structure primaire de la protéine à purifiée. La grande spécificité 
de la purification permet d’obtenir une protéine pure à plus de 90%. Le rendement est 
cependant relativement faible et est estimé à environ 70 µg de protéines 
recombinantes produites par litre de milieu. Les résultats obtenus par dichroïsme 
circulaire montrent que la protéine recombinante contient un mélange d’hélices alpha 
et de feuillets bêta dans sa conformation globale. En accord avec ce qui a été publié 
précédemment (62), nos résultats montrent que notre hCD36ED possède un 
repliement optimal et peut être utilisé pour les études de liaison.  
 
 Les étapes de la mise au point de la méthode de criblage par spectroscopie 
SPR décrites dans Bolduc et al. (163) ont été développées en utilisant la fraction 
hautement purifiée du hCD36ED et le EP 80317 comme ligand synthétique contrôle 
du CD36 (102, 104). Nos résultats montrent la spécificité de liaison des ligands pour 
le CD36. Lors de la mise au point de la méthode, des concentrations croissantes du 
EP 80317 (102) ont été injectées à la surface SPR et un signal croissant a été 
enregistré lorsque le hCD36ED y était immobilisé (annexe 4). Lorsqu’une autre 
protéine, la dihydrofolate réductase (DHFR), est immobilisé à la surface SPR, on ne 
dénote aucun signal non spécifique lorsque des concentrations croissantes de EP 
80317 sont injectées (annexe 4). Ce résultat démontre que le signal enregistré est 
spécifique à la liaison des ligands au récepteur CD36 immobilisé à la surface SPR.  
 
Plusieurs ligands ont été criblés et nos résultats démontrent que certaines 
caractéristiques des ligands favorisent la liaison au CD36. En regardant la structure, 
un seul composé, le CP-1A(IV), possède la substitution aza en position 2 et son 
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affinité de liaison est faible. La substitution aza en position 3 contribue à une 
meilleure affinité de liaison, mais ce sont certains des composés ayant la substitution 
aza en position 4, le DBG178 et CP-3(IV), qui possèdent la meilleure affinité de 
liaison. Cependant, la substitution aza en position 4 seule ne mène pas à une haute 
affinité de liaison puisque le CP-3(II) possède très peu d’affinité au CD36. Le 
remplacement de la phénylalanine par une alanine en position 5 du CP-3(II) semble 
affecter l’affinité de liaison au CD36. La combinaison des deux derniers résidus en C-
terminal semble donc avoir également un rôle dans l’affinité de liaison. Les composés 
possédant la combinaison D-Phe-Lys ont généralement une meilleure affinité de 
liaison pour le CD36 comparativement à D-Phe-Ala et D-Ala-Lys. De façon générale, 
la substitution aza en position 4 et la présence de D-Phe-Lys-NH2 en C-terminal 
contribuent à la liaison de haute affinité des ligands synthétiques au CD36. 
Cependant, le CP-AP-3 possède ces caractéristiques et son affinité de liaison n’est pas 
aussi élevée que le DBG178 et CP-3(IV). Il est possible que le résidu proline en 
position 4 affecte la géométrie du peptide, en plus de l’affinité au CD36, puisque la 
présence de cet acide aminé dans la séquence d’un peptide peut affecter la 
conformation du peptide (64).  
 
Le positionnement des peptides synthétiques sur le site de liaison du CD36 est 
important puisqu’ils doivent interagir avec la méthionine 169, le résidu qui est le 
point de contact avec ceux-ci (83). La substitution aza confère un repliement bêta à la 
conformation des peptides (168) et améliore leur spécificité pour le CD36 (84). Nos 
résultats indiquent que la position de la substitution aza est importante pour l’affinité 
de liaison au CD36. Quelques facteurs peuvent expliquer ce phénomène : la 
géométrie du peptide conféré par le repliement bêta et les interactions des chaînes 
latérales (137).  
 
 Le criblage des ligands du CD36 par SPR se démarque de la méthode utilisée 
précédemment dans notre laboratoire (137) et de celles publiées par d’autres groupes 
(139, 140). La méthode standard de criblage par photomarquage covalent surestime 
les valeurs d’affinité (Ki) puisque la liaison covalente de l’hexaréline radiomarquée 
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au CD36 défavorise l’équilibre entre le ligand à caractériser et le radiotraceur. Les 
méthodes de criblage utilisant les LDLox comme compétiteur aux ligands à tester 
(139, 140) peuvent présenter des problèmes de reproductibilité puisque l’affinité de 
liaison des LDLox varie dépendamment du niveau d’oxydation (169). Avec la 
méthode de criblage par spectroscopie SPR, le hCD36ED est immobilisé à son 
extrémité N-terminal via une séquence spécifique polyhistidine à l’ion de cuivre 
chelaté en C-terminal d’un dérivé peptidique qui est fixé de façon covalente à la 
surface SPR. Le récepteur est alors immobilisé à la surface SPR via l’une de ses 
extrémités ce qui lui confère tout de même un grand degré de liberté pour les 
interactions entre le récepteur immobilisé et les ligands contenus en solution. En 
effet, la conformation de la boucle extracellulaire du CD36 est flexible lorsque le 
récepteur est immobilisé à une seule extrémité. Le choix d’utiliser les séquences de 
purification en N-terminal du hCD36ED se base sur le fait que la signalisation du 
récepteur avec ses partenaires d’interaction s’effectue avec l’extrémité C-terminal du 
récepteur à l’intérieur de la cellulle (79, 92). Par conséquent, les chances 
d’interférence dans le signal de liaison sont diminuées si un changement dans la 
conformation du récepteur dépend de la partie intacte en C-terminal. Ce modèle à un 
seul ancrage ne reflète cependant pas la topologie du récepteur puisque celui-ci 
possède deux domaines transmembranaires. Il est difficile de spéculer quelle serait 
l’impact sur l’affinité de liaison si le récepteur complet était immobilisé à la surface 
SPR. Afin de vérifier l’effet sur l’affinité de liaison des ligands au CD36 dans sa 
topologie originale par spectroscopie SPR, il faudrait insérer la forme complète du 
récepteur dans une couche bilipidique à la surface SPR et comparer avec les valeurs 
de KD obtenues avec le domaine extracellulaire seul.  
 
Lorsque les ligands sont injectés à la surface SPR, le large signal obtenu a été 
attribué à un changement dans la conformation du récepteur (163). En effet, le 
changement de l’indice de réfraction devrait être négligeable lorsque de petites 
molécules, telles que nos composés synthétiques, se lient au récepteur immobilisé à la 
surface SPR. Ainsi, les composés possédant une haute affinité de liaison interagissent 
avec le CD36 et induisent un changement dans sa conformation à faible concentration 
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pour perturber les plasmons de surface. Inversement, les composés ayant une faible 
affinité de liaison interagissent peu avec le récepteur et induisent un changement 
conformationnel à des concentrations plus élevées. De ce fait, cette méthode de 
criblage met en évidence les interactions allostériques que modulent les ligands sur le 
CD36 et permettrait le développement de ligands qui ciblent d’autres sites de liaison 
sur le CD36, contrairement à ce qui a été publié précédemment (137, 139 140). De 
plus, les données obtenues en temps réel reflètent directement l’affinité de liaison des 
ligands puisque ceux-ci interagissent uniquement avec le récepteur sans compétition 
avec un marqueur radiomarqué (137) ou les LDLox (139, 140). Finalement, le SPR 
est une technique qui requiert de faibles quantités de matériel (protéine et ligand) et 
est suffisamment sensible pour permettre le criblage de petites molécules (158) telles 
nos peptides synthétiques.  
 
Le CD36 est impliqué dans de nombreuses voies de signalisation (2, 79, 103, 
104, 132, 170, 171). L’établissement d’un essai cellulaire a initialement été tenté dans 
la lignée de macrophages murins J774 ciblant l’expression de la protéine COX-2 tel 
que décrit par Bujold et al. (104). Les résultats de l’expression de COX-2 n’étaient 
pas suffisament reproductibles pour développer un essai robuste (données non 
montrées). Un second essai cellulaire a été mis au point en utilisant la lignée de 
macrophages murins RAW 264.7 où la phosphorylation des protéines JNK1/2 a été 
déterminée. Dans cette lignée, la phosphorylation de JNK1/2 est l’un des signaux les 
plus spécifiques au CD36 suite à la liaison des LDLox puisqu’elle se retrouve dans la 
formation des cellules spumeuses (79) ainsi que dans la désensibilisation du récepteur 
de l’insuline (132).  
 
 Nos résultats montrent que les ligands de haute et moyenne affinité de liaison 
inhibent de la phosphorylation de JNK induite par un fragment actif des LDLox, le 
POVPC (86, 103). Les composés de basse ou sans affinité de liaison apparente pour 
le CD36 ne démontrent aucun effet d’inhibition. Il existe donc une relation entre 
l’affinité de liaison et la réponse biologique. L’analyse combinée des constantes de 
dissociations (KD) obtenues en SPR et des CI50 de l’essai cellulaire permet d’observer 
une corrélation entre les deux essais (r
2
 = 0,77), validant ainsi les signaux obtenus par 
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SPR. L’absence d’activité biologique des ligands de faible affinité de liaison est 
cohérente avec la corrélation obtenue avec les composés de haute et moyenne affinité 
de liaison.  
 
Le mécanisme par lequel les peptides exercent cet effet inhibiteur n’est pour 
l’instant pas élucidé. Le CD36 est reconnu pour s’associer aux protéine kinases de la 
famille des Src (91) via son extrémité C-terminal (92). Il est possible que la liaison 
des azapeptides résulte en la dissociation de lyn avec le CD36 ou favorise 
l’association avec une autre protéine kinase de la famille des Src. Un mécanisme 
semblable a été rapporté dans les cellules endothéliales où, en l’absence de TSP-1, le 
CD36 s’associe avec la protéine kinase src, alors que la liaison du TSP-1 mène à une 
association avec fyn (172). Plus d’expériences seront nécessaires afin d’élucider le 
mécanisme d’inhibition de la phosphorylation induite de JNK.  
 
 Avec ce même essai cellulaire, nous avons remarqué que certains composés 
ont un effet additif sur la phosphorylation de JNK induite par le POVPC (annexe 5). 
Les effets différents des peptides ne peuvent être expliqués par le site de liaison 
puisque tous les peptides partagent le même site entre les résidus 155 et 183 (83, 
137). L’hypothèse qui prévaut pour expliquer les effets cellulaires différents de 
certains peptides par rapport à d’autres est l’existence de différents changements 
conformationnels du domaine extracellulaire du CD36 qui mènent à l’activation de 
voies de signalisation différentes. Ainsi, les composés qui modulent à la hausse les 
effets du POVPC se lient à un site distinct de ce dernier afin de provoquer un 
changement conformationnel à distance. Bien que ceci représente une nouvelle 
hypothèse pour le CD36, la modulation allostérique des récepteurs couplés aux 
protéines G est une théorie biophysique qui est établie depuis quelques années (173). 
Les résultats obtenus en SPR suggèrent que le signal modulé par de petites molécules 
résulterait d’un changement conformationnel dans le domaine extracellulaire du 
CD36 suite à sa liaison aux ligands synthétiques (annexe 4). Les données SPR ne 
permettent toutefois pas de discriminer des états conformationnels différents et de 
plus amples expériences devront être effectuées pour prouver cette hypothèse.  
  
 
 
 
 
 
 
 
6. Perspectives 
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 Les études cristallographiques constituent un outil puissant lors des études 
structurales et permettent de dévoiler l’état conformationel des protéines étudiées. La 
relation structure-activité établie dans le cadre de nos travaux aura permis d’identifier 
certaines caractéristiques importantes pour atteindre un haut niveau d’affinité de 
liaison, mais elle ne permet pas une compréhension complète des interactions entre 
les peptides synthétiques et le site de liaison sur le CD36. La cristallisation de la 
protéine recombinante du hCD36ED hautement purifiée seule ou sous forme liée 
avec ses ligands, permettra d’identifier les interactions favorables et défavorables 
avec les résidus du domaine extracellulaire du récepteur. Une meilleure 
compréhension des interactions moléculaires entre les ligands et leur récepteur 
permettra un développement rationel des ligands synthétiques et l’obtention de 
composés avec une meilleure affinité de liaison. Pour valider l’importance des 
interactions avec certains acides aminés, les études cristallographiques permettront 
d’identifier certains résidus clés qui pourront être mutés afin de vérifier leur influence 
lors d’études d’affinité de liaison en employant la méthode de criblage par 
spectroscopie SPR.  
 
 Les études cristallographiques permettront également d’élucider l’importance 
de la conformation du CD36 qui induit des réponses cellulaires différentes. En 
identifiant les résidus cibles pour obtenir une conformation précise et un effet 
cellulaire spécifique, on peut définir et développer un type spécifique de ligand.  
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8. Annexes 
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Annexe 1  
 
 
Figure 8.1 : Expression de His3C+hCD36ED dans les bactéries BL21. (A) 
Représentation schématique de la protéine recombinante du CD36 exprimée dans les 
bactéries BL21. (B) Gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie des fractions 
insolubles et solubles des bactéries lysées. (C) Western blot contre le CD36 des 
fractions insolubles et solubles des bactéries lysées. 
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Annexe 2  
 
 
Figure 8.2 : Expression de MBP+hCD36ED dans les bactéries BL21. (A) 
Représentation schématique de la protéine recombinante MBP (maltose-binding 
protein)+hCD36ED exprimée dans les BL21. (B) Gel de polyacrylamide coloré au 
bleu de Coomassie des fractions insolubles et solubles des bactéries lysées. (C) 
Western blot contre le CD36 des fractions insolubles et solubles des bactéries lysées. 
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Annexe 3  
 
 
Figure 8.3 : Expression de TrxA + hCD36ED et DsbA + hCD36ED dans les bactéries 
BL21. (A) Représentation schématique des protéines recombinantes TrxA 
(thiorédoxine)+hCD36ED et DsbA (DsbA oxydoréductase)+hCD36ED exprimée 
dans les BL21. (B) Gel de polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie des fractions 
insolubles et solubles des bactéries lysées. (C) Western blot contre le CD36 des 
fractions insolubles et solubles des bactéries lysées. 
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Annexe 4 
 
 
Figure 8.4 : Spécificité du signal de liaison des ligands du CD36. (1) Immobilisation 
du hCD36ED ou de la DHFR à la surface SPR. (2) Injection de concentrations 
croissants de EP 80317 lorsque le hCD36ED est immobilisé (tracé du haut) et lorsque 
la DHFR est immobilisée (tracé du bas). Figure reproduite de Bolduc, Lambert-
Lanteigne et al. du journal Analyst (131). 
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Annexe 5  
 
 
Figure 8.5 : Courbe dose-réponse de l’augmentation de la phosphorylation induite de 
JNK avec le CP-AzaGly-Pro. 
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